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Summary 
This study was carried out to clarify the role of exudative fluids from conidia of rice blast fungus， 
Pyriculaγia oryzae Cavara on its infection to rice plant. Two treatment combinations between fungal iso 
lates and rice cultivars were used in this experiment. 
The conidial suspensio日 (5X 104/ml) of the fungus was subjected to different periods of shaking at 
10'C then， filtered through a millipore filter (pore size 0.8μm) to remove the exudative fluids. The re-
sidual conidia on th巴filterpaper was resuspended in fresh d巴IOnJZ巴dwater and inoculated onto the rice 
seedligs at the 7th leaf stage by spraying. Ric巴plantsinoculated with residual spore shaken for 1-3 hr 
showed a decreased number of total blast lesion and susceptible lesion on the 6th and 7th leaf. 
On the otherhand， rice plants inoculated with residual spores resuspended from the exudative 
fluids obtained from the standard cor刈 ialsuspension or f附 timesthat of the standard (5 X 104 and 2.5 
X 105/m!， respectively) showed an increased numb巴rof total blast lesion and susceptible lesion. The 
favorable activity for infection showed that exudative fluids was not specific to the fungal race and rice 
cultivar. 
It was clear that the substances which showed favorable activity for blast infection was exuded 
from the conidia suspended in a water for a short time・
Alternaria altemataをはじめとするいくつかの斑点性植
緒 言
物13)等が挙げられてきた.その中で，ナシ黒斑病菌，
植物は微生物の攻撃に対して通常は抵抗性の反応を示 物病原菌においては，その菌が分泌する宿主特異的毒素
す. しかし，微生物のいくつかは植物の持つ種々の抵抗 が病原性因子とされ，すでに証明されている8)
反応を回避し，侵入，感染し，栄養を得る能力を獲得し イネいもち病菌 (Pyriculariaoryzae Cavara) はイネに
た.これが植物病原菌と考えられている 13) すなわち 斑点性の病斑を形成する病原菌であるが，わが国の食糧
植物病原菌は，植物に侵入しそこで増殖するために有効 生産にとり最も重要な病害の病原菌の一つである.本病
な物質である病原性決定因子を分泌する能力を持ってい 菌では，培地中に毒素成分の生産が報告されている
る.この病原性決定因子は 病原体が分泌、する細胞壁溶 6，7，12)が，それが本菌の病原性因子に相当するのか等に
解酵素や毒素8) サプレッサ_14) 植物ホルモン様化合 ついてはいまだに明らかではない.一方，本菌の人工接
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種試験において，イネに形成される病斑数に個体差がな
く安定的に発病させる方法として，分生胞子授、濁液の濃
度を調整したあと， 1時間程度静置してから接種する方
法が経験的に行われてきた16) このことは，本菌の分
生胞子が水に懸濁されると，なんらかの化学成分が短時
間のうちに浸出し，感染に良好な影響を及ぼすためかと
も考えられる すなわち，その成分が本菌の病原性因子
である可能性も考えられる.
本研究はいもち病菌の病原性因子の探索を目的とし
て，感染に及ぼす分生胞子の水浸出液の影響を実験的に
より明らかにするために行った.すなわち，胞子懸濁液
から浸出した胞子液を除去して接種した場合と，別に
作っておいた胞子浸出液を添加した場合の病斑形成に及
ぼす影響を検討した.
材料および方法
供試イネ品種
用いたイネは，愛知旭(真性抵抗性遺伝子 :Pi-a) と
クサブエ(同遺伝子:Pi-k)の2品種である.両品種
3及び6時間振とう(140ストローク/分)した.所定時
間後ミリポアフィルター(0.8畑)で減庄議過し，そのi慮
j夜である胞子浸出液を除去した 直ちにミリポアフィル
ター上に残った分生胞子を同量の脱塩水(上記と同じ量
の界団活性剤を含む)に再懸濁し分生胞子浸出液除去胞
子液を調整した.
分生胞子浸出液添加胞子液の調整
胞子浸出液を得るための胞子懸濁液の濃度は，通常の
接種濃度の 5X104/mlを基本としてその 5倍，10倍の
濃度，すなわち 25X104/ml， 50X104/mlを設定した.
以上のように調整した分生胞子懸濁液を100C，暗黒下で
3時間振とう後，前実験と同様にミリポアフィルターで
漉過し，溶液である胞子浸出液を得た.これらの浸出液
は，あらかじめ通常の胞子濃度の胞子懸濁液を 3時間振
とう後慮過してフィルター上に残った胞子に加えてそ
れぞれ再懸濁して，分生胞子浸出液添加胞子液とした.
なお，接種胞子液の胞子濃度はいずれも 5X104/ml
に調整した
接種
ともシードリングケース (15X 5 X 10cm)を用い，本研究 接種はスプレヤーを用いた噴霧接種法で行い，シード
室慣行の施肥条件10)で第 7葉展開期まで育苗した.な リングケース当たり胞子液 30mlづっ接種した.接種後，
お，本菌の接種に際してはシードリングケース当り硫酸 飽和湿度条件にした接種箱内に24時間保持し，その後は
アンモニア 19を追肥した.
供試菌株
イネいもち病菌 (Pyriculariaoryzae Cavara)のF67-
54 (レー ス047) とTH67-22v(レース031)の2菌株
を用いた.なお，両菌株は著者らの研究室において
PSA (ジャガイモ蕉糖寒天培地)上で継代保存している
ものである.上記イネ品種と供試菌株とは，愛知旭に対
してF67-54は親和性，TH67-22vは非親和性，クサブ
エに対してはF67-54は非親和性， TH67-22vは親和性
という逆の関係があるものである.培地上での胞子形成
法は原則として古田ら5)の方法に従った.すなわち，オー
トミル培地に菌叢小塊を移植し， 250C，暗黒条件下で培
養した.約10日間培養後，菌叢上の気中菌糸を絵筆で掻
き取りながら水道流水で、洗い流し，その後250C，白色蛍
光灯連続照射下で72時間培養した.
分生胞子浸出液除去胞子液の調整
培地上で形成させた供試菌株の分生胞子を，あらかじ
めWCで保冷しておいた脱塩水 (60，μg/mlの界面活性剤，
tween 80を含む)で懸濁し，胞子液(105/ml)を50ml調
整した この胞子液を本菌の分生胞子の発芽最低温度よ
りわずかに低いWC，暗黒条件でそれぞれ30分， 1， 2， 
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慣行に従ってガラス室で病斑の形成を待った
結果の判定
接種後10日目に第7および第6葉葉身上に形成された
いもち病の全病斑数と，罷病型病斑数を調査した.ただし，
胞子浸出液添加の影響の実験は第7葉葉身の病斑のみを
数えた.なお，擢病型病斑の判定は鐙谷の方法lfこ従っ
た.
実験結果
病斑形成に友ぼす胞子浸出液除去の影響
愛知旭に対して親和性レース F67-54菌株を組み合わ
せて行った試験結果を Tabl巴lに示した 全病斑数につ
いてみると，振とう30分の場合，第7葉では胞子浸出液
の除去の影響は見られなかったが，第6葉では胞子浸出
液を除去した方がむしろ病斑数が増加する結果となっ
た. しかし 1時間振とう区では胞子浸出液を除去する
と，第 7葉および第6葉とも明らかに病斑数が減少する
傾向がみられた.この傾向は3時間振とうした場合によ
り明確となった. 6時間振とうした区では胞子浸出液を
除去しない場合にも総体的に病斑数が減少し，除去の影
響は明らかではなかった.次に，罷病型病斑についてみる
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Table l. Effect of removal of exudative fluids from con- はなかった.しかし，振とう時聞が1時聞から 3時間で
idia of 乃 円仰lα円αoψαeon its infection. は胞子浸出液の除去により病斑数が明らかに減少した.
(AichiasahiX F67-54) 一方，振とう時聞が6時間になると，胞子浸出液を除去
Saking Removal Total lesion Susceptible lesion 
time (hr) 7th leaf 6th leaf 7th leaf 6th leaf 
O 32.1az) 13. Oab 23.9a 5.6ab 
0.5 30.1a 15.lab 19.9a 6.0ab 
0.5 removedY) 33. 2a 22.9 19.8a 7.5a 
1 3l.6a 13.4a 21.0a 7.4a 
removed 13.5b 9.5bc 8.3b 3.9bc 
3 28.0a 15.1ab 19.5a 6.3ab 
3 removed 10.5b 4.1c 6.0b l.Oc 
6 13.8b 6.9c 5.3b l. 9c 
6 removed 9.0b 5.5c 4.0b l. 3c 
y) : Shaken con凶 alsuspensωn was filtered through mill 
ipore filter and residual spore on the filter was re. 
suspended in new deionized water， then spray-
inoculated. 
z) : Means folowed by the same leter in a column are not 
significantly different at P孟0.05according to Dun 
can's multiple range test. 
Table 2. Effect of removal of exudative fluids from con-
idia of Pyricular叫 oryzaeon its infection 
(Kusabue XTH67-22v) 
Sak】ngRemoval Toatal lesion Susceptible lesion 
time (hr) 7th leaf 6th leaf 7th leaf 6th leaf 
O 39.8aczl 15. Oa 19.5a 5.5ab 
0.5 30.5b 16.5a 12.9b 5.1ab 
0.5 removedY) 36.5b 21.6a 18.1a 9.4ab 
1 57.8a 32.8b 29.9 16.4 
1 removed 43. 9a 28.8b 20.8a 9.3a 
3 33.8b 18.9a 19.4a 8.1a 
3 removed 18.7d 12.5c 9.Obc 4.0b 
6 18.5d 14.3a 8.6bc 5.3b 
6 removed 13. 9d 12.9ac 7.0c 3.6b 
y)， z) : See Table l. 
しない場合も病斑数の減少がみられ除去の影響は明確で
なくなった.
次にクサプエと親和性レースTH67~22vとの組合せの
結果を Table2に示した全病斑数は，振とう時間が30
分の場合，第7葉では減少したが第6葉では差が認めら
れず胞子浸出液除去の影響も明らかではなかった. しか
し 1時間の振とう区では，第7葉上では直ちに接種し
た場合と病斑数に差が認められなかったが，第6葉上で
はむしろ増加し胞子浸出液除去の効果は明らかではな
かった.振とう 3時間の区では，胞子浸出液を除去する
と第7葉および第6葉上で病斑数が共通して減少した.
また，振とう時聞が6時間の場合には，愛知旭と F67
54の組み合わせの結果と同様に病斑数が総体的に滅少
し，胞子浸出液除去の影響は判然としなかった.次に催
病型病斑数についてみると，全病斑の形成とほぼ同じ傾
向を示し，浸とう 30分の区では第 7および第6葉上とも
直ちに接種した場合と差がなかった.振とう 1時間の区
では胞子浸出液を除去しないで接種した場合には両葉上
とも病斑数が明らかに増加したが，除去すると病斑数が
減少した.振とう 3時間の区では，除去した場合は除去
しない場合に比較して病斑数が約半数となり明らかに減
少した.振と う6時間の場合は除去しない場合にも病斑
数が減少し，胞子浸出液除去の効果は明らかではなかっ
た.
病斑形成に友ぼす胞子浸出液添加の影響
愛知旭に対して親和性の F67~54菌株の胞子浸出液除
去後の胞子を，菌株や胞子濃度の異なる胞子浸出液を組
み合わせて再懸濁し，愛知旭の葉に噴霧接種した結果を
Table 3に示した.なお，胞子浸出液を得るための胞子
懸濁液の振と う時間は，前実験から胞子浸出液除去の影
響が明瞭であった 3時間として行ったものである.胞子
浸出液を添加すると，胞子浸出液を除去し脱塩水に再懸
濁して接種した場合の結果と比較すると，形成される病
斑数が増加することが明らかとなった.特に胞子濃度が
通常の5倍の懸濁液から得た胞子浸出液に再懸濁する
と，通常の胞子濃度のそれで再懸濁した場合に比較して
明らかに病斑数が増加し，特に催病型病斑数でより顕著
であった.この胞子浸出液添加による病斑数の増加は，
と，振とう30分の区では，第7葉および第 6葉上とも病 愛知旭に対して親和性の F67~54菌株の胞子浸出液の添
斑数に変化はな く，胞子浸出液除去の影響は明らかで 加だけではなく，非親和性のTH67~22v菌株の胞子浸出
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液の添加でも同様であった.しかし，胞子濃度が通常の 和性に関わりなく増加し，胞子懸濁液の胞子濃度が通常
10倍のF76-54菌株の懸濁液から得た胞子浸出液の添加 の5倍の区でその傾向がより明確で、あった.10倍濃度の
は 5倍濃度のそれと比較して病斑形成数がむしろ減少 F67-54菌株の胞子懸濁液から得た浸出液を添加した場
する傾向がみられたが， TH67-22v菌株の場合は必ず、し 合には 5倍のそれに比較して病斑数が減少したが，
も明らかな減少はみられなかった TH67-22vの場合には必ずしも同様の結果とはならな
かった.催病型病斑については，愛知旭に非親和性の
Table 3. Effect of addition of exudative fluids from con 
TH67-22v菌株の胞子浸出液の添加の場合はもちろん，
idia of Pv門culariα0門zaeon its infection 
(A比hiasahiX F67 -54) 親和性のF67-54菌株のそれを添加した場合にも形成さ
Origin of Concentration Total Susceptible 
exudative of spore suspension lesion lesion 
fluids for exudative fl uids on 7th leaf on 7th leaf 
controlY) 13.0a') 2.3a 
F67-54 5X104/ml 18.4ab 7.1c 
F67-54 25X104/ml 28.0d 9.4c 
F67-54 50X104/ml 17.9abc 2.8ab 
TH67-22v 5X104/ml 15.5ab 8.0c 
TH67-22v 25X104/ml 25.1cd 8.6c 
TH67-22v 50X104/ml 23.1cd 5.8bc 
y) : Three hours shaken conid凶 suspensionwas fil 
tered through milipor巴 filterand the residual 
spore on the filter was resuspended in new deio-
nized water， then spray-inoculated. 
z) : Means fo¥lowed by the same letter in a column are 
not significantly diferent at P:j 0.05 according to 
Duncan's multiple range test. 
Table 4. Effect of addition of exudative fluids from con-
idia of Pyriculariα oryzae on its infection. 
(A凶 iasahiXTH67-22v)
Origin of Concentration Total Susceptible 
exudative of spore suspension lesion lesio日
fluids for exudative fluids on 7th leaf on 7th leaf 
ControlY) 2. 5a') O 
F67-54 5X104/ml 9.8bc O 
F67-54 25X104/ml 22.8 O 
F67-54 50X104/ml 15.4d O 
TH67-22v 25X104/ml 13.9cd O 
TH67-22v 50X104/ml 11. Obcd O 
y)， z) : See Table 3. 
れなかった.
考 察
植物病原糸状菌の病原性決定因子としてこれまで毒素
8) サプレッサ一成分14)などがあげられていることは既
に述べたが，イネいもち病菌ではサプレッサ一成分の存
在は一般的に確認されていない.一方毒素については，
いもち病類似病斑の形成やイネ種子の発芽や子葉鞘ある
いは根の伸長に対する抑制活性で毒素と報告されている
ふ7.12) また，これまで多くの植物病原糸状菌で病原性
決定因子と考えられている毒素は，特に宿主特異性毒素
に限定されているが，本菌では宿主特異性毒素の存在は
未だに確認されていないことなどから，病原性決定因子
の探索はもちろん既知毒素についても感染に及ぼす影響
などを検討し直す必要に迫られている 以上のこ とから
本実験は，イネいもち病菌の病原性決定因子を探索する
ことを目的に特に分生胞子の水浸出液の感染における役
割を実験的に確認するために行った.
まず，胞子浸出液を除去して接種した場合，特に振と
う時聞が1-3時間の区で，除去せずにそのまま接種し
た場合に比べて病斑数が明らかに減少する場合が多かっ
た.さらに，胞子浸出液を除去したあとの胞子を，別に
胞子懸濁液を 3時間振とうして得た胞子浸出液に再懸濁
して接種した場合には病斑形成が回復し，胞子濃度が高
い懸濁液からの浸出液を添加すると病斑数がさらに増加
することも確認された.このことは本菌の胞子浸出液中
に感染に影響を及ぼす活性成分が存在する可能性を強く
示唆するものである.
胞子浸出液除去の試験では，用いたイネ品種といもち
病菌菌株の組み合わせによって多少傾向が異なるが， 振
とう時間が30分から 1時間の場合は浸出液除去の影響が
次に愛知旭に非親和性のレースTH67-22v菌株の胞子 判然とせず，むしろ病斑数が増加する傾向さえみられた.
浸出液除去後の胞子を，各種胞子浸出液に再懸濁して接 特にクサプエとTH67-22v菌株の組合せで、は，胞子懸濁
種した結果を Table4に示した 全病斑数は，浸出液を 液を 1時間振とうして接種した場合，胞子を水に懸濁後
得るための胞子の起源がイ ネ品種に対して親和性 非親 直ちに接種した場合に比較して病斑形成が良好になる結
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果を得た.これはこれまで経験的に胞子液を調整後しば 度のそれの添加より病斑数がむしろ減少する傾向が見ら
らく静置してから接種することが良いとされている 16) れたが， TH67-22v菌株では，病斑形成数の急激な減少
ことを実験的に裏づける結果となった.しかし，この現 は見られなかった.このことから菌株によって多少異な
象は愛知旭と F67-54菌株の組合せでは明確でなかった
ことから，必ずしも一般的な現象ではなく，いもち病菌
の菌株によって微妙に異なるように思われた.
振とう 30分から 1時間の場合，供試した組み合わせに
よって傾向が様々であったことは， 10'Cで30分から 1時
間の振とう時間では胞子から活性成分が放出される途中
で，その後も さらに浸出が起こることを示している.こ
れは胞子から活性成分が浸出する速度が菌株により多少
の早遅があり， F67-54ではTH67-22vより早い可能性
が考えられる. しかし 1時間以上の振とう後胞子浸出
液を除去すると病斑数の減少が認められ，いずれにして
も両菌株とも 3時間振とうした浸出液を除去すると病斑
数が有意で滅少した.このことは，感染に対して良好な
作用を持つ活性成分が胞子を 1から 3時間振とうするこ
とにより水中に放出されるが，ぞれを除去してしまうた
めに病斑の形成が減少することを意味している.
しかし，振とう時聞が6時間になると，胞子浸出液を
除去せずにそのまま接種した場合も，病斑形成数が減少
することが認められたことから，胞子から浸出してくる
活性成分は比較的不安定で、，水中で6時間振とうしてい
るうちに不活性化することも考えられた.
次に，胞子浸出液の添加の実験結果は，胞子から感染
を良好にする活性成分が浸出するという仮説をさらに裏
づけることとなった. しかし，胞子浸出液の活性はいも
るが，本活性成分は濃度によっては逆の活性を示すよう
な性質をもっ可能性もあり，今後詳細な検討が必要と思
われる.
荒瀬ら2，3，4)は，イネいもち病菌の胞子発芽液中に，
特殊なイネ品種関口旭に対して，罷病性誘導活性を持つ物
質が存在することを報告している.しかし，本実験では，
いもち病菌の発芽最低温度より僅かに低い10'Cという温
度条件15)で振とうし，浸出した液中に感染に影響を及
ぼす活性があることから，本活性成分は発芽に伴って新
規合成され分J必されるものではなく，成熟した分生胞子
中にもともと存在し胞子が水に懸濁されると短時間で水
中に浸出する成分と考えられる.さらに本成分は栽培イ
ネ2品種に対しでもその効果が見られること等から， 荒
瀬らの報告している物質と異なる可能性が強い
これとは別に，著者らはイネいもち病菌の毒素成分の，
イネに対するいもち病感染誘導について検討し，ピリキ
ユロール，テヌアゾン酸，ジヒドロピリキュロールは剥
離したイネ葉鞘、裏面組織に前処理すると，いもち病感染
に対して催病性誘導活性があることを報告した9) 今後
は，胞子浸出液の具体的な生物活性や既知毒素の確認、，
未知物質の同定等を含めてさらに検討する必要があると
思われる.
摘 要
ち病菌レースとイネ品種との親和性・非親和性に関係な いもち病菌のイネに対する感染機構を明らかにするた
く非特異的に作用するようである.すなわち， 本活性成 めに，いもち病菌の分生胞子の水浸出液の役割を検討し
分は品種と レースの親和 ・非親和性の特異的関係を質的 た いもち病菌の胞子懸濁液を10'Cで振とう後，ミリポ
に覆えすような活性を持つのではなく，病斑数を増加さ アフィルターで鴻過してi慮液すなわち胞子浸出液を除去
せるような量的な活性をもつもので，イネ品種といもち してから，i慮紙上の胞子を脱塩水に再懸濁して 7葉展開
病菌レース特異的関係は，胞子本体にあることを示して 期のイネ苗に噴霧接種した.第7および第6葉葉身に形
いる.また，胞子濃度が通常の 5倍の懸濁液から得た浸 成された全病斑数および催病型病斑数を調べた結果 1
出液を添加した場合，病斑形成数がさらに増加した.こ から 3時間振とう後，浸出液を除去した区で病斑数の滅
の場合の感染過程をイネ葉鞘裏面組織で観察した結果， 少が認められたそこで 3時間浸とう後胞子浸出液を
胞子の発芽率，付着器の形成率の増加は認められなかっ i慮、過した後の胞子を，あらかじめ別に作っておいた胞子
た11)ことから， 胞子浸出液の活性はその添加によって 浸出液に再懸濁して接種したところ，病斑形成が回復す
発芽や付着器の形成率が増加する活性ではなlく，侵入率 るばかりでなく，濃度の高い胞子懸濁液から得た浸出液
の増加につながる活性であると思われる.しかし，胞子 に懸濁した場合はむしろ病斑数が増加した.この活性は
浸出液の濃度が5倍より高濃度ではその活性は供試した 供試したいもち病菌レースのイネ品種に対する親和性・
菌株で異なる傾向がみられた すなわち， F67-54菌株 非親和性に関係なく共通して認められた.これらの結呆
の通常の10倍濃度の胞子浸出液を添加した場合 5倍濃 から いもち病菌の分生胞子は水に懸濁されると短時間
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のあいだに感染に関わる活性成分が水中に浸出してくる
ことカf明らかとなった.
*本研究の一部は，平成4年度文部省科学研究費補助金
、(課題番号o4 6 6 0 0 4 1)により行った.
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